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夏洛莱羊体外胚胎生产及手术法胚胎移植技术规范
[bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc97191423]范围
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466]本标准规定了夏洛莱羊体外胚胎生产主要环节技术规范。
本标准适用于夏洛莱羊种羊扩繁体外胚胎的生产及移植。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc97191424]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

[bookmark: _Toc97191425]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

    供体羊donor
指提供胚胎的母羊。

    受体羊recipient
指接受胚胎的母羊。

    体外胚胎生产in vitro embryo production
指对母体进行激素处理，通过活体采卵或屠宰场摘取卵巢后采集卵母细胞，在体外条件下对卵母细胞进行成熟培养、体外受精、体外培养、获得可用胚胎，并将胚胎移植至同期发情受体，或冷冻的过程。

    羊胚胎移植技术ovine embryo transfer technology
将良种母羊体内早期胚胎或体外受精及其他方式获得的早期胚胎，移植到同种生理状态相同的受体母羊体内，使之继续发育成个体的技术。
供体绵羊的选择与饲养管理
选择条件
按照NY/T 1571对供体羊进行选择。
饲养管理
按照DB65/T 4073-2017对供体羊进行饲养管理。
供体羊的激素处理
药品
所需药品见附录A。
激素处理方法
放入海绵栓或CIDR (含孕激素阴道栓)之日，作为发情周期的第0天，在第9天开始注射FSH, 每天早、晚各注射1次，中间间隔约12h,连续3 d,递减注射。注射第6次后间隔12 h,对供体绵羊回收卵母细胞后取出海绵栓。参见附录B.
手术法活体采卵、屠宰后摘取卵巢采卵
手术法活体采卵
手术部位在离乳房前端约2 cm处，腹中线大约6 cm的左侧或右侧位置，按下列要求执行:
注射第5次FSH时开始空腹(手术前空腹24h)，禁饮禁食;
麻醉及保定:根据绵羊体重，肌肉注射静松灵0.3 mL-0.5 mL,将其仰卧在手术架上并用绳索保定;
使用肥皂水湿润手术部位的羊毛，刮毛刀刮去羊毛，并用水清洗干净:
用2%-4%碘酊消毒手术部位，并停留5 min;
用75%酒精对手术部位脱碘、晾干;
手术创布覆盖羊体;
避开血管，用手术刀纵向切开3 mm~5 mm长的刀口，将皮下结缔组织分离，暴露肌膜。再用刀柄后端将肌肉层和腹膜钝性分离;
食指和中指从刀口进入，在骨盆腔、耻骨前沿触摸子宫角，并将子宫、卵巢引出刀口外;
用吸有抽卵液的10 mL注射器抽取突出卵巢表面的卵泡，边缘用纱布止血。回收卵泡液约6mL左右时，推入经抽卵液湿润的圆底试管，并放入37℃水浴锅沉淀;
在体视镜下捡出所有卵母细胞。
屠宰后摘取卵巢采卵
1. 注射FSH第6次后的12h,将待屠宰羊拉至屠宰场屠宰;
1. 在37℃水浴锅中预热生理盐水，并在生理盐水中加入青霉素和链霉素各半瓶，倒入保温杯;
1. 将屠宰1h内的卵巢用剪刀剪下，放入保温杯中，运回实验室内;
1. 在实验室内完成后期的所有操作;
1. 用剪刀将卵巢周围的结缔组织去除干净，38"C生理盐水清洗卵巢3次，并浸泡于生理盐水中；
1. 用吸水纸吸附卵巢上的盐水，再用吸有抽卵液的注射器抽吸突出卵巢表面的卵泡;
1. 将抽完卵泡的卵巢至于60mm平皿内，在平皿内加入2 ml抽卵液，用刀片密集划破卵巢表层，并在抽卵液中涮洗:
1. 在体视镜下捡出所有卵母细胞;
卵母细胞的体外成熟培养
将捡出的卵母细胞用干净的抽卵液洗涤3次，再用IVM液(卵母细胞成熟培养液)洗涤3次，按50枚/孔~80枚/孔的密度，放入0.6 mL /孔IVM液并覆盖0.3 mL矿物油的四孔板内。其中所用IVM液需在38.6℃、5%CO2、饱和湿度的二氧化碳培养箱中平衡3h.
体外受精
鲜精受精
对种公羊的选择
按照DB65/T 4073-2017对种公羊进行选择。
采精
1. 采精前对种公羊外生殖器清洗消毒；
1. 采精后用精液稀释液按1:1稀释，放入30℃的水杯中，置于4℃的冰箱中1.5h,待用。
鲜精上游
取0.2 mL平衡好的鲜精加入装有2mLIVF液(体外受精液)的圆底试管底部，置于二氧化碳培养箱内，待精子上游40min后，取上层约1mL液体于0.5mL离心管内，用1500 r/min转速离心4min,弃去上清，再加入1mlIVF液，轻轻混匀精子，再次离心，留约0.1 mL,轻轻混匀。
用0.1%的透明质酸酶对成熟后的卵母细胞进行处理，除去部分卵丘细胞，并用IVF液洗涤3次后置于装有0.5 mLIVF液的四孔板内。取30μL精子混悬液至四孔板内，与卵母细胞共同孵育。
冻精受精
从符合GB/T 5458的液氮中迅速取出冻精，投入37℃水浴锅内解冻3 min,取出细管并用纱布擦拭，剪掉细管的两端，将精液推入1.5 mL的离心管内，用移液枪移入装入1 mLIVF液的圆底试管底部，上游30min后操作步骤见8.1.3.
体外培养
将精子和卵母细胞共同孵育17 h-23 h的受精卵用IVC液洗涤3次，去除粘附于卵母细胞表面的精子。置于IVC四孔板中培养至48 h,统计卵裂率，弃掉没有分裂的卵母细胞。此时的胚胎可用于移植，也可以继续培养至6d-8d,得到胚囊，用于移植或胚胎冷冻。
胚胎质量鉴定
检胚
盛有冲胚回收液的表面皿放在体视显微镜下,在18℃-25℃内镜检,将检出的胚胎放入盛有保存液的φ35mm培养皿中。
胚胎形态学鉴定方法
1. 输卵管胚:胚胎处于2-8细胞发育期:卵裂球轮廓清楚,球体饱满，明暗度适中，数目吻合，为可用胚。
1. 子宫胚胎:处于3-7发育期的胚胎质量鉴定,分为1、2、3、4级。1级:发育正常，胚龄与发育期相吻合，卵裂球轮廓清楚，明暗度适中，细胞密度大，卵裂均匀。细胞变性率不超过10%，见附录C. 2级:胚龄与发育期基本吻合，轮廓清楚，明暗适中或稍暗或稍淡，细胞密度较小或小型卵形球过多,细胞变性率为10%-20%。3级:轮廓不清楚，色泽过暗或过淡,细胞密度小，细胞变性率为30%-40%。4级:退化胚、变性胚。
胚胎的冷冻保存及解冻
胚胎的冷冻保存
胚胎冷冻保存所需仪器、器材
体视显微镜、胚胎冷冻仪、吸胚管、细管、细管塞、装管器、细菌过滤器、培养皿。
胚胎冷冻保存所需溶液
保存液:含有0.4%牛血清白蛋白或20%血清的PBS液。
10%甘油冷冻液:用保存液配制。
1.5moL/L乙二醇冷冻液(含0.1 moL/ L蔗糖) :用保存液配制。
胚胎冷冻保存操作步骤
胚胎装管及记录
1、2级胚胎用于冷冻，冷冻前将胚胎在保存液中冲洗4次-6次,然后直接放人冷冻液，并将胚胎装人细管。认真填好附录D所有明细;细管中胚胎的发育期、数量、质量用以下形式表示:如1枚1级桑椹胚表示为1M1。其中M表示发育期,1M1左侧“大1”表示数量,右侧“小1”表示质量。
胚胎冷冻程序、
胚胎→保存液洗4次-6次→10%甘油/保存液或1.5 moL/L乙二醇/保存液→平衡15 min- 20min装管+冷冻仪(-5.5℃- -7.0℃) →平衡5 min→植冰→继续平衡5min→以0.3℃/ min-0. 6℃/min的速率下降→ -32℃- -35℃→平衡5 min→投人液氮。
胚胎的解冻
胚胎解冻所需的仪器、器材
体视显微镜、温度计、解冻用保温杯、0.25mL塑料细管、吸卵管、细管推杆、装管器、φ90mm塑料培养皿,0.22μL针头式细菌滤器等。
胚胎解冻所需溶液
保存液:含0.4%牛血清白蛋白或20%血清的PBS液。
解冻液:1moL/L蔗糖保存液。
胚胎解冻方法
1. 10%甘油冷冻胚胎的解冻: 装胚细管→空气浴(18℃-25℃)10s→32℃水浴10s→措干细管→剪去细管塞→推出胚胎→解冻液4min→保存液冲洗5次-6次→镜检。
1. 1.5moL/L乙二醇/保存液(含0.1 moL/L蔗糖)冷冻胚胎的解冻（一步细管法）装胚细管空气浴(18℃~25℃)10s→32℃水浴10s→揩干细管→剪去细管塞→镜检。
受体羊的选择及饲养管理
受体羊的选择
按照DB65/T 4073-2017对受体羊进行选择。
受体羊的饲养管理
按照DB65/T 4073-2017对受体羊进行饲养管理。
手术法胚胎移植
受体羊的同期发情处理
同期发情处理方法
药品:前列腺素(PG)、CIDR。
PG法:第一次注射:任意一天肌注PG0.1 mg/只。第二次注射:在第-次注射后7d后，注射剂量同第一次。第二次注射后12h-72h观察发情。
CIDR法:以放人CIDR之日为0d,9d后取出CIDR,并在取出的前36h肌注PG0.1 mg/只,取出CIDR后,12 h-72 h,观察发情。
胚胎发育期与受体移植时间的对应关系
胚胎发育期与受体移植时间的对应关系见附录E。
受体羊的胚胎移植
受体移植所需器械药品
[bookmark: _GoBack]手术台、剃毛刀、剪毛剪、手术刀柄、止血钳、巾帕钳、持针器、手术刀片、缝合针、缝合线、创布、纱布、16#针头(尖端磨钝)、35 mm培养皿、移植器、针头式细菌滤器、5 mL 一次性注射器、酒精、碘酊、新洁尔灭、生理盐水和青霉素等。
受体羊胚胎移植操作步骤
1. 手术过程同供体母羊的冲胚手术。
1. 吸取胚胎:用移植器先吸一段约0.5 cm长的保存液，吸一段约0.3cm的空气，然后吸取含胚胎的保存液0.5cm,吸0.2cm空气,然后再吸取0.3cm保存液。
1. 输卵管内移植:将有黄体侧的输卵管伞部拨开,找到管口,把装有胚胎的移植器从管口插人2-3 cm,然后将胚胎轻轻推出即可。
1. 子官内移植:将有黄体侧的子宫角取出,用尖端磨钝的16#针头在子宫壁上扎一小孔，把装有胚胎的移植器从此孔插人子宫腔内，伸至子宫角尖端后将胚胎轻轻推出即可。
1. 按附录E做好受体移植记录。
1. 受体创口缝合步骤同供体创口缝合。
妊娠诊断
受体羊胚胎移植后可通过是否返情，或第20-25天采用孕酮水平测定法，或疑似妊娠30天后通过B超早期妊娠诊断，确定妊娠与否。
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（规范性）
前期需准备的药品及器材
激素处理所需药品及器材
激素处理 所需药品
海绵栓或CIDR (含孕激素)、促卵泡素、生理盐水。
激素处理 所需器材
注射器(5mL、 10mL)、长镊、 CIDR放置器、高锰酸钾、喷壶、-次性手术手套。
手术法活体采卵所需 药品及器材
活体采卵 所需药品
75%酒精、碘酊、新洁尔灭、0.9%生理盐水、青霉素、静松灵、消炎粉。
活体采卵所需 器材
羊手术架、保定绳、刮毛刀、手术器械盘、手术刀柄、手术刀片、手术直剪、灭菌创布、灭菌纱布块、止血钳、10mL注射器(8号针头)、持针钳、圆针、三棱针、缝合线、圆底试管、恒温水浴锅。
屠宰后离体采卵所需器材
保温杯、高压灭菌吸水纸、10 mL注射器(8号针头)、刀片。
捡卵及体外培养所需器材及药品
一次性塑料四孔板、 中60 mm培养皿、中35 mm培养皿、中2.5 mm玻璃管、体视显微镜、恒温加热台、二氧化碳培养箱、99%高纯二氧化碳、离心机、矿物油、0.1%透明质酸酶。
试剂配制
抽卵液的配制
在TCM199-hepes液的基础上，添加2%FBS、0.7 mg/mL肝索钠和100 IU/mL双抗。
卵母细胞体外成熟培养液的配制(IVM)
在TCM199HC03液的基础，E,添加10%FBS、0.05 IU/mL的FSH、0.05 IU/mL的LH、1ygmL的雌二醇、2 4.2 g/mL的丙酮酸钠、0.1 mM/L半胱氨酸、10 ng/mL的EGF和100 IU/mL的双抗。
体外受精液的配制 (IVF)
输卵管缓冲液SOF液体的成分为: 6.29 mg/mL氯化钠、0.534 mg/mL氯化钾、0.162 mg/mL磷酸二氢钾、0.6 u/mL乳酸钠、0.089 mg/mL硫酸镁、2.1 mg/mL碳酸氢钠.0.0357 mg/mL丙酮酸钠、0.299 mg/mL两水氯化钙、1%NEAA、 2%BAA、100 IU/mL双抗。
体外受精液成分为在SOF液的基础上，添加20%FBS、 6 IU/mL肝素钠和100 IU/ml庆大霉素。
体外培养液的配制(IVC)
体外培养液成分为在SOF液的基础上，添加3 mg/mL牛血清白蛋白。





（规范性）
FSH 3 d注射时间、剂量
本表以FSH总剂量450 mg为例：(2+1.5+1)x2x50=450 mg；FSH(每瓶500 mg)用10 mL生理盐水稀释，50mg/mL；若用活体采卵，在第5次注射FSH时禁饮禁食。

	发情周期天数
	第0天
	第9天
	第10天
	第11天
	第12天

	早
	放栓
	2 mL
	1.5 mL
	1 mL
	手术活体采卵或屠宰摘取卵巢采卵

	晚
	
	2 mL
	1.5 mL
	1 mL
	








（规范性）
早期胚胎发育模式图
[image: cf84d6a3058ad544177fd17e6a30421]
1.未受精卵或1-细胞胚胎，为1日龄胚胎
2.2～16-细胞胚胎，为2～4日龄胚胎
3.早期桑葚胚，为4～5日龄胚胎
4.紧缩桑葚胚，为5.5～6.0日龄胚胎
5.早期囊胚，为5.5～6.0日龄胚胎
6.囊胚，为6.0～6.5日龄胚胎
7.扩张囊胚，为6.5～7.5日龄胚胎
8.孵化囊胚，为7.5～8.0日龄胚胎
9.扩张的孵化囊胚，为9.0～10.0日龄胚胎




（规范性）
供体羊采样记录

液氮罐               提漏号              国产/进口           冲胚时间       
畜主                 供体                耳号                               
品种                 注册号              精液编号                           
公畜                 注册号              冷冻日期                           
激素处理：发情日                         LH                                 
FSH品牌（厂家）                         批号            孕酮处理            
 
预计发情                              
	日期
	FSH
	备注

	     
	早
	

	
	晚
	

	
	早
	

	
	晚
	

	
	早
	PH

	
	晚
	

	
	早
	

	
	晚
	

	
	早
	


实际发情日                            
人工授精日                            
第一次                                
第二次                                
第三次                                
技术员                                
 
 
 
 
	小筒编号
	细管号和颜色
	胚胎数和质量
	解冻日期
	备注

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	

	
	
	
	
	


采胚：
时间                     
黄体                     
卵泡                     
回收                     
冷冻                     
移植                     
桑葚胚                   
囊胚                     
退化                     
未受精卵                 
 
 







（规范性）
胚胎发育期与受体移植时间的对应关系
	胚胎发育期
	受体移植时间(发情之时为0 d)

	桑葚胚（M）
	5.5 d±0.5 d

	早期胚胎(EB)
	6.0 d±0.5 d

	囊胚(B)
	6.5 d±0.5 d

	扩张囊胚(EXB)
	7.5 d±0.5 d
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